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成：2A 蛋白酶和 3C 蛋白酶，两种酶都有其特定的酶切位点。2A 蛋白酶进行对多
聚蛋白的初次酶切，剩余的酶切工作则由 3C 蛋白酶和其前体 3CD 蛋白酶完成。由
于人们对肠道病毒 71 型组装和复制的机理还不是很清楚，同时 3C 蛋白酶和其前体
3CD 蛋白酶承担着大部分的酶切任务。解析 3C 蛋白酶的三维结构，对于我们了解

























Enterovirus 71(EV71) is a major cause of Hand, Foot and Mouth Disease(HFMD). 
It is also emerging as a neurotrpropic agent, whereas Coxsackie Virus A16(CAV16) has 
only been associated with uncomplicated HFMD. Recent break outs of EV71 claim death 
of hundereds of people only in China, so it poses a significancant public health threat. 
Genome of EV71 replicates large polyprotein through a single open reading frame. 
Polyprotein is processed by mainly two functional enzymes：2Apro(2A protease) and 
3Cpro(3C protease). Both have their specific digestion site in the genome and play many 
other important roles in virulence of EV71. After 2Apro cleavage, all of cleavges are 
taken place by 3Cpro or its precursor 3CD. 3Cpro also plays a key role in the virus 
assembly and replication. As the replication mechanisum of EV71 is largely unknown so 
the determination of the three-dimensional structure of 3C protease can improve our 
knowledge about the replication of EV71, and help us to find new drugs which can 
inhibit the EV71 infection. 
 
The research work of this thesis is focus on the structural studies of 3Cpro through 
molecular cloning, protein purification, and protein crystallization of the mutated 3C 
protease. Small stainable crystals were obtained by screening a number of different 
conditions for crystallization. Meanwhile, we synthesize the substrate for 3Cpro and want 
to make enzyme-substrate complex for the crystallization trials. As complex is more pron 
to be crystallized compared to single protein because of stability factor. Our 
crystallization condition lays a solid foundation for the further optimization and getting 
X-ray diffractable crystals of 3Cpro. 
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1  前言 






表 1  人肠道病毒的基因分型[4] 























Enteroviruses 71，76，89-91 69，73-75，77-88  68，70 
 
在系统进化上，EV71 与 Coxsackie Virus A16(CAV16)非常接近。CAV16(G-10)
株系与 EV71(BrCr)株系具有很高的外壳序列相似性和基因交叉反应活性[5]。除去两
病毒的相似性，EV71 病毒在引起手足口病的同时，通常还并发严重的神经性疾病，
而 CAV16 病毒只会引起单纯的手足口病。 
1969 年，美国的加利福尼亚州首次报导 EV71 病毒引起的严重神经性疾病。此
后，类似的手足口病并发神经性疾病在全球范围内也被多次发现。其中有大量死亡
病例记载的是 1975 年在保加利亚流行的和 1978 年在匈牙利流行的手足口病，分别
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图 1 展示了 EV71 感染在时间和地理位置上变化的柱状图。从图上可清楚看出：
在 1970 年到 2000 年间，总共有三次大规模的 EV71 爆发流行，平均每十年一次。
最近八到十年的数据也表明 EV71 感染在地理位置上的迁移，特别是 1997 年在马来
西亚爆发的和 1998 年在台湾爆发的 EV71 感染。 
 
 
图 1  自 1970 年以来 EV71 感染的全球报告[4] 
Figure 1.  Charts Showing Global Reports of EV71 Infection since 1970 
 









粘膜炎，其中两人被证实是 C 型 EV71 病毒感染。 
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在 2000-2005 间检测到的肠道病毒中第十五个最常见的肠道病毒[14]。最近，来自挪
威研究所的报道，通过实时 PCR 扩增来自 113 个健康婴儿的阳性粪便样本，发现






三种不同的 EV71 病毒基因型（A，B 和 C）[15]。来自加利福尼亚州的 BrCr 株是基
因型 A 组唯一的原型代表，基因型 B 组是 20 世纪 70 年代和 80 年代在美国流行的
主要病毒株，但在 1988 年以后从美国消失并被基因型 C 组所取代。同时，1985 年
以后，世界各地主要是基因型 B 组和基因型 C 组的并发流行。基因型 B 组和 C 组
可以进一步细分为基因型 B1 至 B4 和基因型 C1 至 C4 的[18,19,20]。1997 至 2000 年间，
B3，B4，C1 和 C2 在马来西亚的并发流行有着较详细的记录。特别是 B3 和 B4 被
确定为 1997 年马来西亚 EV71 病毒流行的主要基因型。而 C1 和 B4 则是 2000 年在
马来西亚流行的主要基因型[17]。1997 至 1999 年间，新加坡和澳大利亚的西部还受
到 B3 基因型的感染。 
EV71 病毒第一个完整的基因组序列是在 1995 年获得的[21]，目前，已完成的全
基因组序列有 21 株野生型病毒株和两株温度依赖性突变病毒株。全基因组范围的测
序是必要的，如果全基因组的遗传复杂性比预期的基于部分序列的推测要大，则可
能导致系统分析上对基因型的误判。对 1998 年在台湾爆发的 EV71 病毒全基因组序
列的比对，发现致命和非致命毒株的基因序列差别很小，核苷酸和氨基酸序列总体
上的同源性分别为 97％和 98％。最主要的区别是编码 3C 蛋白酶的序列，相似度为
86%[22]。 
1.2  3C 蛋白酶简介 
小核糖核酸病毒可以特异性地编码两种病毒蛋白酶：2A 蛋白酶和 3C 蛋白酶，
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由 His40，Glu71 和 Cys147 三个活性位点组成[23,24,25,26,27,28]。通常而言，肠道病毒 3C
蛋白酶主要切割 Gln/Gly 氨基酸对。3C 蛋白酶的首次切割在 2C 和 3A 之间（如图 2）。 
 
图 2  肠道病毒多聚蛋白的初次切割[29] 
Fig 2  Primary Cleavage of Enterovirus Polyprotein 
 
小核糖核酸病毒的 3C 蛋白酶还可以通过 3CD 前体或 3CD 进入核内，因为它们
上面含有核定位序列（NLS）[30,31]。不仅如此，它们还能够切割某些细胞转录因子
或调节子，比如转录因子 IIIC、核转录因子 CstF-64 及组蛋白 H3 等[32,33,34,35,36,37]。 
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图 3  蛋白质结晶过程过饱和度示意图[52] 
Fig. 3  The Supersaturation of Protein Crystallization 
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图 4  蒸汽扩散结晶示意图。a-坐滴法；b-悬滴法；c-三明治法[53] 
Fig. 4  The Vapor Diffusion Method. a-Sitting Drop Method; b-Hanging Drop 











图 7  液/液扩散结晶示意图 53 
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